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L. RIASSUNTO 



Viene descritto un metodo di quantif icazione di acidi 
nucleici basato sull'uso di un calibratore, di opportuni primer e 
sonde e di una polimerasi di acido nucleico con attivita 5 * -3 1 
nqcrleasica . 
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INSERTO DEL PLASMIDE STANDARD 

CRRRCGR CRR RCCCRRRTTR TCCRGROCC O CflTCGRTRTT TRRCTTTGTT 100 
GTTTGCTGTT TCGGTTTflRT RGGTCTCGCC GTRGCTRTRR RTTGRRRCflfl 

TTTTTTTcac cagacgtcac acccgaagga atRRCGCTCG TCRCRfiflCRT 150 
flflflflflflRgtg gtctgcagtg tgggcttcct taTTGCGRGC RGTGTTTGTfl 

RRRRTTCTGT GTRGGCGTTT CGRTCRTCCT CfiflCCTRGCG CTCGGGGCTG 500 

TTTTRRGRCR CRTCCGCRflfl GCTRGTRGGR GTTGGRTCGC GRGCCCCGRC 
4 

INSERTO DEL PLASMIDE CALIBRATORE 

CRRRCGRC RR RGCCRRRTTR TCCRGRGC^ G CRTCGRTRTT TRRCTTTGTT 100 
GTTTGCTGTT TCGGTTTRRT RGGTCTCGCC GTRGCTRTRR RTTGRRRCflfl 

TTTTTTTtac gcaacgccaa cagacctagc gaflRCGCTCG TCRCRRRCRT 150 
RRRRRRRatg cgttgcggtt gtctggatcg ctTTGCGRGC RGTGTTTGTfl 

RRRRTTCTGT GTRGGCGTTT CGRTCRTCCT CRRCCTRGCG CTCGGGGCTG 500 

TTTTRRGRCR CRTCCGCRRR GCTRGTRGGR GTTGGRTCGC GRGCCCCGRC 
~ - — — ■ 
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5668 H Descrizione dall ■ invenzione industriale avente per titolo. 

p B /Ws "METODO DI QUANTIFICAZIONE DI ACIDI NUCLEICI" ^ « 0 V.1998 

a nome : FONDAZIONE CENTRO SAN RAFFAELE DEL MONTE TABOR 

con sede in: Milanc Ml9 8A 0 024 9 1 

* * 

La presente invenzione si riferisce ad un metodo per la 
quantificazione assoluta di acidi nucleici presenti in un 
campione costituito da fluido biologico. 

H metodo dell 'invenzione viene convenientemente 
"applicato nella diagnostica virologica e di qualsiasi altro 
agente patogeno. 
oTa-m nET.TA TECNICA 

una strategia comunemente utilizzata per rilevare la 
present di agenti patogeni. limitatamente ai fluidi 
biologici, < 1'individuazione di un antigene (metodo diretto) 
o di un anticorpo relativo (metodo indiretto) . Tale 
s trategia, ohe si applica con tecniche iwnunometriche di tipo 
ELISA, I FA o western Blotting. e per6 lircitata da scarsa 
accuratezza, precisione e sensibilita della quantificazione, 
dalla cross-reattivita di anticorpi diversi e dalla 
impossibilita di fornire diagnosi precoci . 

Un altro tipo di approccio e basato sul rilevamento di 
aoidi nucleici, specific! per ogni particolare tipo di 
patogeno e da ogni possibile fonte biologica, sfruttando il 
sistema di amplif icazione mediante reazione polimerasica a 
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catena (PCR) . Tale tecnica, nella sua versione piu 
sofisticata, "la PCR competitiva quantitativa (qcPCR) , 
consente di raggiungere un'elevata sensibilita ed una 
misurazione quantitativa abbastanza accurata, nonche di 
ottenere la diagnosi in tempi brevi dal contatto del paziente 
con l'agente patogeno. La precisione ed accuratezza di 
questo sistema e pero assicurata entro un intervallo di 
quantif icazione ristretto, che costringe l'operatore a 
moltiplicare il numero delle repliche del campione da 
determinare (tipicamente 8); inoltre sono richiesti tempi e 
costi ulterior! per i passaggi connessi alle procedure di 
rilevamento del prodotto amplificato. 

I primi sistemi che hanno permesso di seguire le 
cinetiche di PCR in tempo reale si basavano sull ' utilizzo di 
un intercalante come il bromuro di etidio, che si lega al DNA 
a doppia elica in via di polimerizzazione aumentando 
proporzionalmente il proprio segnale di f luorescenza, in 
risposta a un eccitamento con raggi UV; in un termociclatore 
adattato per irradiare i campioni con raggi UV, la 
fluorescenza emessa dalle , mo.lecole di etidio intercalate 
veniva registrata con una CCD camera e . messa in graf ico 
contro il numero di cicli di amplif icazione (Higuchi et al . , 
Biotechnology 10: 413-417). 11 principale limite di tale 
tecnica era pero che il segnale veniva generato anche dai 
prodotti non specif ici della PCR. 
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Successivamente, e stata introdotta la metodica nota 
come TaqMan, descrittaf 5 in US -5210015- Tale metodica e basata 
sulla rilevazione in tempo reale della fluorescenza generata 
dalla degradazione da parte dell'enzima Taq polimerasi di un 
probe marcato che si ibrida specif icamente al segmento da 
amplificare, in rapporto diretto con il prodotto di PCR in 
formazione. Nella miscela della reazione di PCR e infatti 
presente un oligonucleotide sonda ("probe") non estendibile, 
marcato con due molecole f luorescenti , un "reporter" posto 
all'estremita 5' del probe ed un "quencher" posto 
all'estremita 3' dello stesso; la sequenza del "probe" deve 
essere complementare ad una regione del DNA in esame situata 
tra i due siti di appaiamento degli oligonucleotidi primer. 
Durante la reazione di amplif icazione della PCR, l'enzima Taq 
Polimerasi, innescato specif icamente dai primer, inizia a 
duplicare il DNA in esame; quando l'enzima incontra il probe 
appaiato a tale DNA, lo taglia con la propria attivita 5' 
nucleasica, ne causa la rimozione con la * conseguente 
separazione delle molecole f luorescenti ; l'emissione del 
fluorocromo reporter diviene dunque misurabile e, dato che 
ogni mplecola di DNA duplicata durante la PCR e accompagnata 
dal rilascio di una molecola di "reporter", la fluorescenza 
totale nel campione e, in ogni momento, proporzionale alia 
quant ita di DNA amplif icato. Il "Sequence Detection System" 
7700 ABI PRISM (prodotto e distribuito da Perkin Elmer) e in 
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grade di fungere sia da amplif icatore di DNA sia da 
collettore dei segnali di f luorescenza dei campioni lungo 
tutto il corso della reazione di PCR. Questi segnali vengono 
poi elaborati da un software, che e in grado di estrapolare 
la quantita iniziale di DNA dei campioni analizzati, partendo 
da una curva standard costruita con i segnali di f luorescenza 
di campioni a contenuto di DNA noto. E 1 da notare che tale 
sistema possiede due livelli di specif icita: 1 • appaiamento 
specifico dei primer e 1' appaiamento specifico del probe. 
y- cnMMAKTO p wT.T.'TNVBNZIONE 

Si e ora trovato, e cio costituisce 1-oggetto della 
presente invenzione, un metodo applicabile in generale alle 
tecniche di quantif icazione di acidi nucleici basate 
sull'attivita polimerasica e 5' nucleasica di polimerasi di 
acido nucleico, che permette di migliorare l-efficienza delle 
tecniche stesse, con un'aumentata sensibilita, accuratezza e 
precision e una ridotta variability delle misurazioni, 
grazie al controllo esercitato anche nella fase di 
manipolazione del campione biologico. 

II metodo dell'invenzione sfrutta la presenza di un 
calibrator, sin dalla fase di estrazione del campione, 
durante 1' amplif icazione dell' acido nucleico bersaglio e 
durante la seguente rivelazione con opportune sonde in grado 
di ibridarsi o al solo calibrator o jl^sola sequenza 



f Q .y , ■ c 

bersaglio 
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II metodo dell ' invenzione pud essere applicato a 
gualsiasi guantif icazione assoluta di afcidi nucleici present! 
in diversi fluidi biologici, per esempio alia quantif icazione 
di agenti patogeni virali o batterici nei liquidi corporei 
(liquor, urine, plasma, siero, liquido sinoviale) o alia 
quantif icazione di contaminanti alimentari o ambientali. 
DESCRIZIQNE DETTAGLIATA DELL 1 INVENZIONE 

Le tecniche di quantif icazione di acidi nucleici che 
sfruttano l'attivita polimerasica e 5 ! nucleasica delle 
polimerasi di acido nucleico prevedono l'estrazione degli 
acidi nucleici dal campione, la preparazione di una miscela 
di reazione che contiene i primer specif ici per la sequenza 
bersaglio, una sonda specif ica per una regione della sequenza 
bersaglio compresa tra le regioni complementari ai due 
primer, detta sonda essendo marcata con un "reporter", che 
preferibilmente e un fluorocromo, ed un "quencher", e una 
. polimerasi , a cui segue la determinazione del segnale 
associato al marcatore "reporter" che viene liberato nella 
fase di reazione in cui la polimerasi "incontra" il terminale 
5 1 della sonda appaiata all; acido nucleico bersaglio. 

Secondo il metodo dell 1 invenzione, prima dell 1 estrazione 
dell 1 acido nucleico da quantif icare (bersaglio), al campione 
viene aggiunta una quantita nota di acido nucleico template 
che da qui in poi verra chiamata "calibratore" , con sequenza 
identica a quella dell' acido nucleico bersaglio, eccettuata 
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la regione complementare alia sonda, che ha sequenza diversa 
e casuale rispetto alia regione corrisponderfte sull'acido 
nucleico bersaglio, ed una Tm (temperatura di "melting") 
simile, pref eribilmente compresa nell ' intervallo di piu o 
meno quattro gradi centigradi rispetto alia Tm dell'acido 
nucleico bersaglio, piu pref eribilmente di piu o meno due 
gradi centigradi. 

Dopo aver eseguito 1 ' estrazione, alia miscela estratta 
campione-calibratore vengono aggiunti i primer e, 
separatamente, la sonda complementare all'acido nucleico 
bersaglio ed una sonda complementare alia sequenza "random" 
del calibratore, derivatizzata con un "reporter" ed un 
"quencher", detto "reporter" potendo essere uguale o diverso 
rispetto al "reporter" della sonda complementare all'acido 
nucleico bersaglio. Inoltre, viene aggiunta una polimerasi 
termostabile avente attivita 5' -3' nucleasica, dando cosi 
inizio alia reazione di polimerizzazione/nucleasica . 

La reazione viene condotta in un Sequence Detection 
System 7700 ABI PRISM in grado di funzionare sia da 
amplif icatore di DNA sia. . da collettore dei segnali di 
fluorescenza emessi dai marcatori "reporter" liberati in 
seguito ad attivita nucleasica della polimerasi. In pratica, 
vengono condotte tre reazioni in parallelo, una in presenza 
della sonda specifica per l'acido nucleico bersaglio, una in 
presenza della sonda specifica per il calibratore ed una in 
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presenza di entrambe le sonde. 

La reazione in presenza della sonda specific^ per 
l'acido nucleico bersaglio perraette di quantificare il numero 
di copie di acido nucleico bersaglio est rat to (N 0 ) , la 
reazione in presenza del calibratore permette di quantificare 
il numero di copie di calibratore recuperate dopo 
l'estrazione (C c ) , la reazione in presenza di entrambe le 
sonde permette di calcolare il numero totale di templati 
bersaglio e calibratore (T) . 

E" possibile quindi calcolare la resa percentuale R di 
recupero del calibratore: 

R = C G /C, 

da cui si ri cava il fattore di calibrazione (cal) 

cal = 1/R 

e dunque il numero reale di unita di acido nucleico present! 
nel campione prima dell ' estrazione : 

N = N Q x Cal. 

La relazione 

T = N Q + C 0 

assicura che in ogni campione permanga identica l'efficienza 
di amplificazione del DNA standard e di quello calibratore. 

La mancata amplificazione del calibratore permette 
inoltre di rilevare tutte le diverse forme di falsi negativi 
(errore tecnico o presenza di inibitori) che rappresentano 
uno dei problem! piu important! per l'utilizzo di metodiche 
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di amplificazione in diagnostica clinica . 

Le condizioni in cui viene condotta la reazione sono le 

stesse comunemente adottate nelle reazioni di qcPCR (Petrik 

J. Et al., J- Virol. Methods, 64: 147-159, 1997). Per 

compensare i fenoraeni di competizione le condizioni di 

reazione possono essere variate, piu precisamente possono 

essere modificate la concentrazione dei. primer, la 

concent razione dell'enzima polimerasi o il tempo di 

- "annealinf/estensione o la concentrazione di cofattori quali 

MgCl 2 . 

L'acdo nucleico bersaglio pud essere DNA o RNA, 
preferibltiente DNA, mentre i primer e le sonde sono 
pref eribilmente sequenze oligodesossiribonucleotidiche . Nel 
caso in ui l'acido nucleico bersaglio e RNA, occorre un 
passaggio preventivo di retrotrascrizione per ottenere il 
corrispondente DNA. Le sonde comprendono un marcatore 
"reporter" fluorescent e e un marcatore "quencher" in grado di 
ridurre o aanullare la fluorescenza del marcatore "reporter" 
quando le sonde sono libere in soluzione. 

Pref eribilmente, dette _ sonde hanno il terminale 5' posto 
a una distanza dal terminale 3 ! del primer ."forward" compresa 
tra 1 e 30 nucleotidi, cioe ad una distanza tale da 
permettere il rilascio del marcatore "reporter" in assenza di 
polimerizzazione di acido nucleico. Inoltre, pref eribilmente 
le sonde hanno il terminale 3' bloccato per ...-pbspvenire 
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quello amplificato dai primer per HHV-6, eccettuata la 
regione complementare alia sonda, che e stata modificata in 
modo da mantenerne la stessa composizione nucleotidica, ma 
con una sequenza "random" ., e la stessa temperatura di 
"melting" (Tm) ; il plasmide prodotto, denominato 
"calibratore" , viene amplificato dagli stessi primer e con la 
stessa cinetica del plasmide standard, ma viene riconosciuto 
dal software del 7700 solo se la miscela di PCR contiene una 
sonda con sequenza complementare a quella "random". 

Il plasmide calibratore e stato espanso e quantificato 
accuratamente alio spettrofotometro in modo da poterne 
aggiungere una quantita precisa ai campioni da estrarre. Dopo 
l'estrazione del DNA, i campioni contengono pertanto un 
determinato numero di genomi di HHV-6 e di copie di plasmide 
calibratore, che e legato alia resa di tale estrazione; 
assumendo che tale resa sia identica per le due specie 
molecolari, e possibile dunque calibrare la quantif icazione 
del DNA di HHV-6. 

Le condizioni specifiche di svolgimento della reazione 
sono indicate con maggior dettaglio nella sezione esempi. 

Per compensare i fenomeni di competizione le condizioni 
di reazione sono state cosi modificate: la concentrazione dei 
primer e stata decuplicata, la concentrazione dell ' enzima e 
stata raddoppiata, il tempo di annealing/estensione della 
fase'di amplif icazione e stato aumentato di 8 secondi a ciclo 



- 13 -Bianchetti • Bracco • Minoja S. 
Bianchetti Giuseppe ed altri 

a partire da'secondi iniziali. I fenomeni di competizione 
tra i due t^ti hanno comunque ristretto l'intervallo di 
quantificaz assoluta (calibrata) da 7 a 5 ordini di 
grandezza, al di sopra e due al di sotto del valore C, 
mentre pine invariato il range dinamico della 
quantified relativa (non calibrata) e la capacita di 
rilevare -l si negativi sperimentali . 

Gli smpi che seguono illustrano l'invenzione in 

maggior caglio. 

\ ESEMPI 

i 

Esempio i 

i 

Scelta ryeparazione delle seauenze di HHV-6 , HHV-8 e HIV 



La 

No. X83 
Science 



Lone U67 di HHV-6 (variante A, Genbank accession 
e la regione orf 26 di HHV-8 (Chang et al . , 
, 1865-1869, 1994) sono state sottoposte ad una 
analisi I sequenza per individuare le regioni piu adatte 
all'applazione del sistema TaqMan, utilizzando il programma 
Primer E^ss (Perkin Elmer) . Le sequenze identif icate per 
il virus w-6 (acido nucleico bersaglio o standard) sono 
riportate I tabella 2 (e fig. 1A e IB), mentre le sequenze 
identif icaftper il virus HHV-8 sono riportate in tabella 1. 

La seq?nza del probe nel calibratore, sia per HHV-6 che 
per HHV-8, 1 stata disegnata mediante random! zzazione della 
r egione del jprobe dello standard, mantenendone : 
!) La stessa composizione in basi (G+C/A+T) dello standard 
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2) Una Tm uguale (calcolata mediante software Perkin Elmer) 

3) Una lunghezza uguale (per avere stessa efficienza di 
amplif icazione) 

4) ed essendo caratterizzata da un assoluta mancanza di 
omologia con lo standard per evitare cross-ibridazione 
ed interf erenze . 

Tabella 1 

Sistema di primers e sonde per il virus HHV-8 (5' -3 1 ) 



Primers 


Sonde 


Forward 

5 ' - GTCCAGACGATATGTGCGC - 3 ' 


Standard 

CATTGGTGGTATATAGATCAAGTTCCGCCA 


Reverse 

5 ' -ACTCCAAAATATCGGCCGG-3 ' 


Calibratore 

ACTATTCCATGCGGAATTCGAGCATAGTTG 


Tabella 2 

Sistema di primers e sonde per il virus HHV-6 (5 1 -3') 


Primers 


Sonde 


Forward 
5 ' CAAAGCCAAATTATCCAGAGCG3 ' - 


Standard 

5 ' CACCAGACGTCACACCCGAAGGAAT3 ' 


Reverse 
5 ' CGCTAGGTTGAGGATGATCGA3 ' 


Calibratore 

5 ' TACGCAACGCCAACAGACCTAGCGA3 ' 


HIV 



Mediante l'analisi in banca dati delle sequenze 
\iche dei diversi sottotipi di HIV-1 abbiamo selezionato 
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una sequenza mappata tra la regione LTR e gag conservata in 
tutti i sottotipi, utilizzando il programma Blast 2.0 
(Altschul, S.F., Gish, W., Miller, W. , Myers, E.W. & Lipman, 
D.J. (1990) "Basic local alignment search tool." J. Mol . 
Biol. 215:403-410). La regione cosi identificata e mappata 
dalla posizione 684 alia posizione 810 utilizzando quale 
sequenza di riferimento la sequenza nucleotidica di HXB2CG 
(Accession number: K03455, GenBank) . 
Efeempio 2 

Clonazione e preparazione dello Standard (acido nucleico 
bersaglio) e del Calibratore per HHV-6. 

I frammenti utilizzati per la costruzione del DNA 
standard e del DNA calibratore nel sistema di rilevamento 
del virus HHV-6 sono schematicamente rappresentati in figura 
1 (rispettivamente 1-A e 1-B) . 

La sequenza del frammento Standard e stata ottenuta 
tramite amplif icazione del DNA virale del ceppo GS di HHV-6 e 
successiva clonazione in vettore plasmidico pCRII 
(Invitrogen) . II Frammento calibratore (133 bp) e stato 
sintetizzato chimicamente .con un Oligosynthetizer (Perkin 
Elmer) , e successivamente clonato nello stesso vettore sopra 
menzionato. Entrambi I frammenti sono stati interamente 
sequenziati dopo clonaggio per verificare i) l'identita (la 
colinearita) del frammento standard con il DNA virale 
originario ii) l'identita del frammento calibratore con la 
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sequenza disegnata artif icialmente . 

Come evidenziato in figura 1, le f recce, orientate 
secondo la direzione di trascrizione , indicano le sequenze 
oligonucleotidiche utilizzate come primers . II tratteggio 
individua in entrambi i costrutti le regioni di 25 
nucleotidi utilizzate come probes (in carattere minuscolo) 
che dif f erenziano i due costrutti, identici nella sequenza 
per i rimanenti 108 nucleotidi. Queste due regioni, pur 
possedendo la stessa composizione in basi ed una Tm molto 
simile, sono state disegnate in maniera da costituire un 
sistema eterologo, che permette di annullare o minimizzare I 
fenomeni di cross -ibridazione fra i probes impiegati per la 
rilevazione f luorimetrica specifica e i due frammenti 
standard e calibratore. 
Esempio 3 

Validazione del sistema calibratore/sta ndard per HHV6 
Assenza di cross-ibridazione 

Abbiamo quindi verificato sperimentalmente 1" assenza di 
segnali spurii dovuti a cross ibridazione. Concentrazioni 
crescenti del frammento standard e calibratore (da 101 a 106 
copie di plasmide per reazione di PGR) sono state misurate 
utilizzando il probe omologo (probe standard per il DNA 
standard, probe calibratore per il DNA calibratore) od il 
probe eterologo (probe standard per il DNA calibratore, probe 
calibratore per il DNA standard) . Come evidenziato in figura 
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2.B il rilevamento delle diverse quantita di templato 

impiegando il probe omologo al frammento da misurare, dove a) 

indica la curva di amplif icazione dello standard e b) indica 

la curva del calibratore, awiene per entrambi i costrutti 

con cinetiche sovrapponibili (Curve 1-5, a,b) indicando 

inoltre che 1 1 amplif icazione del templato e proporzionale al 

segnale di fluorescenza misurato. L'utilizzo del probe 

eterologo (fig. 2A) per entrambi i templati non genera un 

segnale apprezzabile al di sopra del rumore di fondo del 
y 

sistema. 



Co-linearita \v \ ■■- 

La colinearita dell 1 amplif icazione dei due templo^ig^^ 
stata misurata comparando le equazioni delle rette di 
regressione generate dai valori ottenuti come cicli soglia in 
funzione del numero crescente di copie di templato 
utilizzato. 

Le equazioni risultanti sono: 
7=37,804 + -3,4402 X LOG (x) R2=l,000 per 1 1 amplif icazione del 
templato standard 

7=38,543 + -3,5019 X LOG (x) R2 = l , 000 per 1 1 amplif icazione del 
templato calibratore. 

II rapporto dei coefficient! angolari delle due rette e 
pari a 1,017 indicando cosi che i due sistemi sono 
perfettamente sovrapponibili sia come efficienza di 
amplif icazione che per la dinamica del rilevamento 
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f luorimetrico . 

T?anae di callbrazione 

La co-amplificazione dei due templati nella stessa 
reazione di PCR si traduce in un ' apprezzabile modif icazione 
della curva di amplif icazione rilevata dal sistema (fig.3A). 
Si pud inf atti apprezzare come per quantita di copie 
crescenti, 500 copie di calibratore in dose unica 
coamplificate in presenza di 0, 500, 5.000, 50.000, 500.000 
copie dello standard, (rispettivamente da la-le) il segnale 
'fluorescente risulti alterato sia nella cinetica di accumulo 
sia nella quantita finale di prodotto liberate 

Al ciclo soglia (inserto A') concentrazioni del templato 
standard equivalent! o superior! di un Log (inserto A'- curve 
la-lc) non influenzano 1 ' accuratezza della quantif icazione 
del calibratore. Per concentrazioni superiori (curve ld,le) 
la quantificazione e compromessa (marcato ritardo del ciclo 
soglia, Id) o completamente annullata (le) . L'ottimizzazione 
delle condizioni di PCR, ed in particolare l'azidne combinata 
dell ' incremento delle concentrazioni di primers (da 300 nM a 
3/xM) il raddoppio della concentrazione di enzima (da 0,625 
unita a 1,25 unita di AmpliTaq Gold) e l'aumento della 
lunghezza di ogni singolo ciclo di PCR (incremento di 8 sec a 
ciclo durante il periodo di appaiamento ed estensione) , 
provoca un sensibile miglioramento della cinetica di accumulo 
dell' amplif icato e della resa finale del segnale di 
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f luorescenzag. B, curve la-le) - Al ciclo soglia (inserto 
B') concent mi del tekplato standard sino a 2 Log (50.000 
copie) supei all'imput del calibratore, non ne modificano 
la quantifione (B 1 curve la- Id) . Per concentrazioni 
superiori .000 copie) il segnale f luorimetrico generato 
dal probe .bratore e misurabile, anche se la mancanza di 
una cresci^sponenziale del segnale non consente di poter 
mantenere Livello accurato di misurazione del calibratore 
(B 1 curva |- 

In kzioni rovesciate (fig. 4A) , calibratore in 
eccesso #a 2 log di concentrazione sullo standard, es. 
500 copie calibratore vs 5 copie standard, l ! analisi delle 
cmetiche reazione risulta analoga alia precedente. In 
particola: Ln condizioni ottimizzate, la quant if icazione al 
ciclo sog] (inserto A 1 ; a indica la curva di amplif icazione 
:d in assenza del calibratore, b la curva 



dello st; 



T 

misurata iaresenza del calibratore ) , in questo caso dello 
standard, i*viene modificata (A 1 curve la-b: concentrazione 
dello stancfl di 100 copie, 2a-b: concentrazione dello 
standard di | copie, 3a-b:_ concentrazione dello standard di 
5 copie) ' 

Grazie aquesta ottimizzazione siamo percio in grado di 
ottenere una jquant if icazione accurata di un templato di 
quantita ignotu avendo quali vantaggi pratici-: 
^ *1 controllo assoluto (qualitativo e quantitative) 
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dell'intero processo di purif icazione ed amplif icazione 
del campione con un range dlnamico di almeno 5 log (es 
da 5 a 50.000 copie per reazione); 

2) II controllo qualitative sul processo di purif icazione e 
di amplif icazione con un range dinamico di almeno 7 
logaritmi ( falsi negativi dovuti ad errore tecnico o a 
presenza di contaminanti in grado di inibire la reazione 
di PCR) ; 

3) Eliminazione della diluizione seriale del campione 
sconosciuto; 

4) L 1 Inserimento di una sola dose nota di calibratore (es 
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RIVENDICAZIONI 

1. Metodo per la quant if icazione di "un acido nucleico 
(bersaglio) in un campione caratterizzato dal fatto di 
comprendere le seguenti fasi: 

a) 1' acido nucleico viene estratto dal campione assieme ad 
un altro acido nucleico . (calibratore) aggiunto 
precedentemente al campione stesso, detto calibratore 
avendo la stessa sequenza dell 'acido nucleico bersaglio 
eccettuata una regione, che nell' acido nucleico 
bersaglio viene ibridata da una sonda marcata con un 
"reporter" e un "quencher", rispetto alia quale il 
calibratore ha sequenza nucleotidica diversa e casuale e 
una Tm simile, e 

b) 1' acido nucleico bersaglio e il calibratore estratti 
vengono miscelati con due primer ("forward" e "reverse") 
che si appaiano a regioni corrispondenti sull ' acido 
nucleico bersaglio e sul calibratore, con sonde che ^ si 
appaiano alle diverse regioni dell ' acido nucleico 
bersaglio e del calibratore, come specif icato alV ; |juh'tp. 
a) , dette sonde essendo marcate con un "reporter" edt^a 
"quencher", e con una polimerasi di acido nucleico 
avente attivita 5' -3' nucleasica, in condizioni tali da 
permettere una reazione di polimerizzazione, e 

c) viene determinato il segnale associate? ai "reporter" 
liberati come conseguenza dell ' attivita 5' nucleasica 



- 22 - Bianchetti Iracco • Minoja S. 
Bianchetti < — iseppe ed altri 

della polimerasi. 

2. Metodo secondo la rivendicazione 1, carattef izzato dal 
fatto che detta Tm del calibrators e compresa nell' intervallo 
di piu o meno quattro gradi rispetto alia Tm dell'acido 
nucleico bersaglio. 

3. Metodo secondo le rivendicazioni 1-2, caratterizzato dal 
fatto che il terminale 5' delle sonde dista da 1 a 30 
nucleotidi dal terminale 3' del primer "forward". 

4. Metodo secondo le rivendicazioni 1-3, caratterizzato dal 
fatto che le sonde hanno il terminale 3' bloccato per 
prevenire l'estensione da parte della polimerasi. 

5. Metodo secondo la rivendicazione 1, caratterizzato dal 
fatto che detti acidi nucleici, dette sonde e detti primer 
sono sequenze di DNA, e la polimerasi di acido nucleico e DNA 
polimerasi termostabile avente attivita 5' -3' nucleasica. 

6. Metodo secondo le rivendicazioni 1-5, caratterizzato dal 
fatto che le sonde hanno una Tm superiore alia Tm dei primer. 

7. Metodo secondo la rivendicazione 6, caratterizzato dal 
fatto che dette sonde comprendono da 18 a 30 nucleotidi. 

8. Metodo secondo la rivendicazione 7, caratterizzato dal 
fatto che dette sonde comprendono un marcatore "reporter" 
fluorescent e e un marcatore "quencher" in grado di ridurre o 
annullare la fluorescenza del marcatore "reporter" quando le 
sonde sono libere in soluzione. 

9. Metodo secondo una qualunque delle rivendicazioni 
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precedenti, caratterizzato dal fatto che 1'acido nucleico 
bersaglio e acido nucleico genomico dei virus HHV-6, HHV-8 e 
HIV. 

10. Metodo secondo la rivendicazione 9, in cui il virus e 
HHV-6, caratterizzato dal fatto che il primer "forward" ha 
sequenza 5 ' CAAAGCCAAATTATCCAGAGCG3 ' , il primer "reverse" ha 
sequenza 5 ' CGCTAGGTTGAGGATGATCGA3 ' , la sonda dell ' acido 
nucleico bersaglio ha sequenza 5 ' CACCAGACGTCACACCCGAAGGAAT3 ' , 

yAa. sonda del calibratore ha sequenza 

5 ' TACGCAACGCCAACAGACCTAGCGA3 ' . 

11. Metodo secondo la rivendicazione 9, in cui il virus e 
HHV-8, caratterizzato dal fatto che il primer 
" forward" ha sequenza 5 ' GTCCAGACGATATGTGCGC3 ' , il primer 
"reverse" ha sequenza 5 ' ACTCCAAAATATCGGCCGG3 ' , la sonda 
dell 'acido nucleico bersaglio ha sequenza 
5 ' CATTGGTGGTATATAGATCAAGTTCCGCCA3 ' , la sonda del calibratore 
ha sequenza 5 ' ACTATTCCATGCGGAATTCGAGCATAGTTG3 ' . 

12. Metodo secondo la rivendicazione 9, in cui il virus e 
HIV, caratterizzato dal fatto che le sequenze dei calibratori 
sono scelte all'interno della regione nucleotidica 684-810 
utilizzando quale sequenza di riferimento la sequenza 
nucleotidica di HXB2CG (Accession Number: K03455, GenBank) . 

13. Uso di un calibratore e di una sonda corrispondente, 
come definiti nelle rivendicazioni precedenti, in un metodo 
per la quantif icazione di un acido nucleico in un campione 
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che sfrutta l'attivita polimerasica e 5' -3' nucleasica di una 
polimerasi di acido nucleico. 

14 . Kit per la quantif icazione di un acido nucleico da un 
campione, comprendente un opportuno calibratore, una sonda 
specif ica per 1' acido nucleico bersaglio e una specif ica per 
il ' calibratore, due primer ("reverse" e "forward") e una 
polimerasi di acido nucleico termostabile ed avente at ti vita 
5' -3' nucleasica. 
Milano, 17 novembre 1998 

Il Mandatario 
(Banfi Paolo) 
di Bianchettir-^ Bracco • Minoja S.r.l. 
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